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(54) Tide: METHOD FOR OBTAINING MODIFIED POLYSACCHARIDES 

(54) Titre: PROCEDE D'OBTENTION DE POLYSACCHARIDES MODIFIES 

(57) Abstract 

TTie invention concenis a method for obtaining 
plants producing modified polysaccharides (such as starch 
or glycogen), said modified polysaccharides extracted from 
said plants and the products prepared from said modified 
polysaccharides. The invention also concerns a method 
for obtaining modified starch or modified glycogen which 
consists in contacting a starch or a glycogen with an a-\ ,4 
giucanotransferase enzyme. 

(57) Abr^ge 

La prdsente invention conceme un proc6d€ 
d'obtention de plantes produisant des polysaccharides 
modifies (tels que de Tamidon ou du glycog^ne), ccs 
polysaccharides modifa6s extraits de ces plantes et les 
prbduits pr6par6s k partir de ces polysaccharides modifi6s. 
LMnvention conceme dgalement un proc6dd d*obtention 
d' am id on modifi6 ou de glycogene modifid dans lequel 
on met en contact un amidon ou un glycog6ne avec une 
enzyme a- 1.4 giucanotransferase. 
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Procede d'obtention de polysaccharides modifies 

La pre.sente invention conceme un procede d'obtention de 
plantes produisant des poiysaccharides modifies (tels que de Tamidon ou du 
5 glycogene), ces polysaccharides modifies extraits de ces plantes et les produits 
prepares a partir de ces polysaccharides modifies, 

Uamidon est le polyoside de stockage energetique chez les 
vegetaux. II constitue le principal apport calorique de rallmentation animale et 

10 humaine et est 6galement une source majeure de matiere premiere vegetale 
pour des utilisations non alimentaires. Uamidon est compost de deux fractions 
polysaccharidiques distinctes : Tamylose et I'amylopectine. L'amylose, qui- 
represente la fraction minoritalre de Tamidon, est constitue de residus glucose 
unis par des liaisons a-1,4, et presente moins de 1% de ramifications. 

15 L'amylopectine, qui represente la fraction majoritaire de Tamidon. est 
constituee de residus glucose unis par des liaisons a-1 .4, et presente environ 
5% de ramifications, constituees par des residus de glucose lies au polymere 
principal par une liaison a-1 ,6. La distribution asym6trique de la ramification de 
I'amylopectine est responsable de la croissance illimitee des molecules et par 

20 consequent des grains d'amidon, et rend egalement compte de la plupart des 
proprietes physico-chimiques de Tamidon, 

La biosynthese de Tamidon depend d*une voie dont les etapes 
biochimiques principales sont la synthese d'ADP-glucose suivie par le transfert 
de ce precurseur en position a-1 ,4 sur un glucane par des (ADP-glucose :1 ,4-a- 

25 D-gliTcane 4-a-D-glucosyl)transferases, le polymere forme etant ramifie par 
Taction des enzymes dites de ramification ou de « branchement » : les 1 ,4-a-D- 
glucane 6-a-D-(1,4-a-D-glucano)-transferases. La figure 1 annexee est un 
schema simplifie du metabolisme de Tamidon jusqu'^ present connu de 
rhomme du metier. 

30 Les a-1 .4 glucanotransferases (ou 4-a-D-glucanotransferases) 

vegetales connues sont commun6ment designees par "enzymes D" pour 
"disproportionating enzymes" ("enzymes disproportionnantes "). Elles 
catalysent le transfert de glucane d'une molecule 1,4-a-glucane vers une autre 
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(transglycosylation intermoleculaire). Les regies d'action de renzyme D sur des 
substrats oligosaccharidiques sont schematisees comme suit : 

Schema : Example d'activite disproportionnante par Tenzyme D 
sur le mattotriose 



Accepteur (n) 

*G*'G-'GoH 

* Q'^Q^Q^G'^ Go H 

*G*'G*-GoH 

OH 

*G— G*G'*-G-'GoH 



Donneur (x) <-> Produit (n + 2) 

+ *G-G-GoH ^ *G-G-G-G-GoH 

+ *G~G-GoH <^ *G-G«G-G-G-G-G oh 

^ ♦G-G-G-G-G-'G-G OH ^ *G-G-G~G-Goh 



+ *G-G-G-G-Goh 



^ *G-G«G-G-G-G-Gc 



+ Donneur -2 

+ *G0H 
+ *GoH 

+ *G~G*'G~G~'G 
-f *G— G-G OH 



Le maltose ne peut servir de substrat donneur et seule une liaison 
a Textremite du maltotriose peut etre attaquee. En outre, la premiere liaison du 
c6t6 non-reducteur et I'avant-derniere liaison du cote reducteur sont r6sistantes 
a Taction de Tenzyme. 

Takaha et al. ont rapporte au Congres de TAAB (Association of 
Applied Biologists) qui s*est tenu du 6 au 8 avril 1998, a Edinburgh, UK, 
(congres sur le theme : « production et utilisation de Tamidon ») que des 
pommes de terre sans enzyme D poussaient plus lentement que ies pommes 
de terre controles et que, malgre cela, la teneur en amidon present dans les 
tubercules et sa composition apparaissaient normales en ce qui concerne 
notamment Taspect des grains d'amidon en microscopie optique ou 
§lectconique. les proportions en amylose et amylopectine, le poids moleculaire 
de Tamylopectine d6branchee et le nombre et la longueur des ramifications a- 
1,6. Takaha et aL en ont conclu que Tenzyme D n'a pas un role direct sur les 
structures et les quantites d'amidon produit mais joue un role dans la 
croissance de la plante et son d6veloppement, Tamylopectine et Tamylose 
servant de molecules donneuses pour le transfert de maltooligosaccharide vers 
le glucose, permettant ainsi la dislocation et la solubilisation des grains 
d'amidon (Takada et al. 1998). 
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De maniere surprenante, les auteurs de la presente invention ont 
decouvert que les a-1 ,4 glucanotransferases, et notamment les enzymes D 
sont en fait impliquees dans la biosynthese de Pamidon. en transferant des 
oligosaccharides sur un precurseur de I'amylopectine. Ces enzymes peuvent 
en particulier transferer les oligosaccharides provenant du pool 
d'oligosaccharides produits in vivo par deramification du precurseur de 
Tamylopectine lors de la maturation de Tamylopectine. Elles peuvent 
notamment transferer les oligosaccharides pouvant contenir par exemple de 2 
a 20, en particulier de 2 a 6, residus de glucose. La figure 2 annexee presente 
le role de Tenzyme D dans le cycle du metabolisme de I'amidon, tel que 
decouvert par les auteurs de la presente invention. 

Cette decouverte a ete mise a profit pour modifier, en fonction du 
taux d'enzyme a-1 .4 glucanotransferase active present, la distribution des 
longueurs des chaTnes de I'amylopectine, present en particulier dans les 
organes de resen/e des plantes, LMnvention s'applique aussi au glycogene, 
present en plus faible quantite que Tamylopectine dans les plantes mais que 
Ton peut trouver par exemple dans les grains de mais doux, en permettant de 
la meme fagon la modification de la distribution de la longueur des chames de 
glycogene. 

La presente invention a done pour objet Tutilisation d'un acide 
nucleique codant pour une enzyme a-1 ,4 glucanotransferase 
glucanotransferase ou une sequence antisens de ladite sequence codant pour 
une enzyme a-1 ,4 glucanotransferase, pour modifier la distribution de la 
longueur des chaTnes externes de Tamidon (a savoir de Tamylopectine et/ou de 
Tamylose) ou du glycogene. 

La presente invention a plus particulierement pour objet un 
precede de modification de la distribution de la longueur des chaTnes de 
Tamylopectine d'un amidon ou des chaTnes d'un glycogene dans lequel on 
augmente ou on diminue I'activite d'une enzyme a-1 ,4 glucanotransferase dans 
les cellules d'une plante de telle sorte que ladite plante produise un amidon 
modifie differant de Tamidon produit naturellement par les plantes par la 
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distribution de la longueur des chaTnes de Tamylopectine ou produise un 
glycogene modifie different du glycogene produit naturellement par la 
distribution de la longueur de ses chaTnes externes. 

Selon un premier mode de realisation de I'invention, on diminue le 
taux d'expression d'enzyme a-1,4 glucanotransferase endogene, de fagon a 
conduire ^ la production d'un amidon comprenant une amylopectine presentant 
un enrichissement en chames comportant moins de 6 residus de glucose par 
rapport a un amidon produit naturellement. La diminution de Texpression d'une 
enzyme a-1,4 glucanotransferase endogene peut etre notamment realisee 
selon le procede comprenant les etapes consistent a : 

a) construire un vecteur d'expression comprenant une" 
sequence nucleotidique antisens du gene codant pour ladite enzyme a-1,4 
glucanotransferase endogene; 

b) transformer une cellule de plante avec ledit vecteur 
d'expression ; 

c) regenerer la plante a partir de la cellule transformee a 
retape b, ladite plante transgenique ainsi obtenue produisant un amidon 
comprenant une amylopectine dont la distribution des longueurs de chaTnes est 
alteree, notamment dans le sens d'un enrichissement en chaTnes comportant 
moins de 6 residus de glucose. 

De maniere avantageuse, ladite cellule de plante transformee 
selon Tetape b) est egalement transformee par des sequences nucleotidiques 
antisens des genes codant pour des enzymes affectant la repartition de la 
longueur des oligosaccharides produits lors du metabolisme de I'amidon, telles 
que les phosphorylases et les amylases. 

Une autre possibilite pour reduire I'activite de I'enzyme a-1,4 
glucanotransferase dans les cellules des plantes est d'exprimer des ribozymes 
qui sont des molecules d'ARN qui agissent comme des enzymes catalysant 
specifiquement le clivage des transcrits codant pour I'enzyme I'enzyme a-1,4 
glucanotransferase. par des techniques connues de Thomme du metier (EP 
321 021). 
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5 

11 est egaiement possible d'obtenir une plante presentant une 
alteration de Texpression d'enzyme a-1,4 glucanotransferase par le precede dit 
"transwitch" decrit dans WO90/12084. 

L'activit6 de Tenzyme a-1.4 glucanotransferase endogene peut 
5 egaiement etre reduite par mutagenese des cellules de plante soit par 
irradiation U.V ou par un agent mutagene chimique, soit par insertion de 
transposons. Les elements transposables ont la capacite de perturber 
I'expresslon de genes dans lesquels ils sont inseres et de generer des 
deletions, rearrangements, et mutations au locus cible (McClintock et al., 
10 1950). 

Une technique de mutagenese par transposons qui peut etre 
avantageusement utiiis§e est la mutagenese par transposon Mutator confirmee' 
par un criblage en genetique inverse (Bensen et a I.. 1995) (Das et al., 1995). 
Cette technique met en oeuvre les etapes consistant ^ croiser une lignee 
15 "Mutator" avec des hybrides des plantes d'interet puis a cribler les plantes F1 
obtenues par PCR avec une amorce specifique des transposons et une 
amorce specifique de la sequence nucleotidique codant pour I'enzyme a-1.4 
glucanotransferase. Les graines F2 obtenues a partir des plantes criblees F1 
permettent d'obtenir des plantes dont le phenotype est alors analyse. 

20 

Selon un deuxieme mode de realisation de Tinvention. on 
augmente le taux d'expression d'enzyme a-1,4 glucanotransferase dans la 
plante. de fagon a conduire a la production d'un amidon comprenant une 
amylopectine presentant un enrichissement en chames comportant au moins 9 

25 residus de glucose par rapport a un amidon produit naturellement, ladite 
enzyme a-1 ,4 glucanotransferase etant identique a I'enzyme a-1 .4 
glucanotransferase endogene ou etant d'origine h6terologue. 

Uaugmentation du taux d'enzyme a-1 .4 glucanotransferase peut 
etre notamment realisee selon le procede comprenant les etapes consistant a : 

30 a) construire un vecteur d'expression comprenant une 

sequence nucleotidique codant pour une enzyme a-1 ,4 glucanotransferase, qui 
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peut etre une enzyme a-1,4 glucanotransferase identique a I'enzyme a-1,4 
glucanotransferase endogene ou qui peut etre d'origine heterologue ; 

b) transformer une cellule de plante avec ledit vecteur 
d'expression ; 

c) regen§rer la plante a partir de la cellule transformee a 
Tetape b), ladite plante transgenique ainsi obtenue produisant un amidon 
comprenant une amylopectine dont la distribution des longueurs de chaTnes est 
alteree, notamment dans le sens d'un enrichissement en chaTnes comportant 
au moins 9 residus de glucose. 

De maniere avantageuse, ladite cellule de plante transfonm6e 
selon Tetape b) est egalement transformee par des sequences nucleotidiques 
codant pour des enzymes affectant la repartition de la longueur des* 
oligosaccharides produits lors du m§tabolisme de I'amidon, telles que les 
phosphorylases et les amylases. De maniere preferentielle, I'enzyme a-1, 4 
glucanotransferase visee est une enzyme D. 

Ladite sequence nudeotidique codant pour une enzyme a-1, 4 
glucanotransferase peut etre d'origine heterologue. Elle peut ainsi 
Gorrespondre notamment a une enzyme choisie parmi Tenzyme D de la pomme 
de terre (Takaha et al, 1993) ou I'enzyme D de Chlamydomonas reinhardtii. 

Est egalement compris dans Tinvention un acide nudeique 
comprenant une sequence nucleotidique choisie parmi la sequence SEQ ID n"* 
1, une sequence homologue et un fragment de cette sequence codant pour 
une proteine presentant une activite enzymatique d'a-1 ,4 glucanotransferase. 

Uinvention comprend encore les sequences complementaires de 
la sequence SEQ ID n*1 ou de ses homologues et fragment, pouvant servir de 
sequences antisens dans le proc§d6 de invention . 

La sequence SEQ ID n° 1 represente un fragment d'ADN 
g^ncmique du gene codant pour I'enzyme D de Chlamydomonas reinhardtii. 

Par "sequence nucleotidique homologue", on entend toute 
sequence nucleotidique qui differe de la sequence SEQ ID n*" 1 par 
substitution, deletion, et/ou insertion d'un nucleotide ou d'un nombre reduit de 
nucleotides, a des positions telles que ces sequences nucleotidiques 
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homologues codent pour des polypeptides homologues tels que definis ci- 
apres. 

De preference, une telle sequence nucleotidique homologue est 
identique a au moins 75 % de la sequence SEQ ID n" 1. de preference moins 
5 85 %, de preference encore au nnoins 95 %. 

De maniere preferentielle, une telle sequence nucleotidique 
homologue hybride specifiquement a la sequence connplennentaire de la 
sequence SEQ ID n° 1, dans des conditions stringentes. Les parametres 
definissant les conditions de stringence dependent de la temperature a laquelle 
10 50% des brins apparies se s6parent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est definie 
par la relation: Tm=81, 5+0,41 {%G+C)+16,6Log{concentration en cations) — 
0,63(%formamide) -(600/nombre de bases) (Sambrook et al, Molecular 
Cloning, A laboratory manual. Cold Spring Harbor laboratory Press. 1989. 
15 pages 9.54-9.62), 

Pour les sequences de longueur inferieure a 30 bases, Tm est 
definie par la relation : Tm= 4(G+C) + 2 (A+T). 

Dans des conditions de stringence appropriees, auxquelles les 
sequences aspecifiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation est 
20 approximativement de 5 a 30*'C, de preference de 5 a 10°C en dessous de Tm, 
et les tampons d'hybridation utilises sont de preference des solutions de force 
ionique 61evee telle qu'une solution 6xSSC par exemple. 

Par « fragment nucleotidique », on entend tout fragment de la 
sequence SEQ ID n** 1, ou des sequences nucleotidiques homologues de la 
25 sequence SEQID n"* 1, qui code pour un peptide ou une proteine presentant 
une activite enzymatique d'a-1,4 glucanotransferase, telle que definie 
precedemment. 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur de 
30 clonage et/ou d'expression comprenant une sequence nucleotidique telle que 
definie precedemment. 

La constiuction d'un vecteur d'expression mentionne ci-dessus 
est a la portee de Thomme du metier suivant les techniques standard. Ledit 
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vecteur d'expression peut contenir une sequence nucleotidique antisens du 
gene codant pour ladite enzyme a-1,4 glucanotransferase endogene, selon le 
premier mode de realisation de Tinvention, ou une sequence nucleotidique 
codant pour une enzyme a-1,4 glucanotransferase, selon le deuxieme mode 
5 de realisation de Tinvention. La sequence nucleotidique codant pour une 
enzyme a-1 .4 glucanotransferase est associee aux elements permettant son 
expression dans la plante, a savoir notamment un promoteur et un terminateur 
de transcription. 

La transformation de cellules veg6tales peut etre realisee par 
10 transfer! des vecteurs susmentionnes dans les protoplastes, notamment apres 
incubation de ces demiers dans une solution de polyethyleneglycol en 
presence de cations divalents (Ca2+). 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre 
realisee par electroporation notamment selon la methode decrite dans Particle 
15 de Fromm et al., 1986. 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre 
realisee par utilisation d'un canon a gene permettant la projection, a tres 
grande Vitesse, de particules metalliques recouvertes des sequences d'ADN 
d'interet. delivrant ainsi des g^nes a Tinterieur du noyau cellulaire, notamment 
20 selon la technique decrite dans Tartide de Sanford. (1988). 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales. est 
celle de la micro-injection cytoplasmique ou nucleaire. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere du procede 
de invention, les cellules vegetales sont transformees par biolistique, c'est-a- 
25 dire par projection, au moyen d'un canon a particules, de microparticules 
recouvertes des sequences nucleotidiques a transferer (J. Finner, 1992). 

Selon un autre mode de realisation du procede de Tinvention, les 
cellules vegetales sont transformees par un vecteur selon Tinvention, ledit hote 
cellulaire etant susceptible d'infecter lesdites cellules vegetales en permettant 
30 rintegration dans le genome de ces dernieres, des sequences d'ADN d'interet 
initialement contenues dans le genome du vecteur susmentionne. 

Avantageusement, Thote cellulaire susmentionne utilise est 
Agrobacterium tumefaciens, notamment selon la methode decrite dans Tarticle 
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d'An et al., 1986, ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment selon la 

methode decrite dans Tarticle de Jouanin et al,, 1987. 

De maniere preferentielle, la transformation des cellules 

vegetales est realisee par le transfert de la region T du plasmide circulaire 
5 extra-chromosomique inducteur de tumeurs Ti Agrobacterium tumefaciens, 

en utilisant un systeme binaire (Watson et al.)^ 

Pour ce faire, deux vecteurs sont construits. Dans un de ces 

vecteurs, la region d'ADN-T a ete eliminee par deletion, a Texception des bords 

droit et gauche, un gene marqueur etant insere entre eux pour permettre la 
10 selection dans les cellules de plantes. L'autre partenaire du systeme binaire est 

un plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifie qui n'a plus d'ADN-T mais contient 

toujours les genes de virulence wr, necessaires a la transformation de la cellule- 

vegetate. Ce plasmide est maintenu dans Agrobacterium. 

Parmi les terminateurs de transcription pouvant etre utilises, on 
15 peut citer le terminateur polyA 35S du virus de la mosaTque du chou-fleur 

(CaMV). decrit dans I'article de Franck et al.. (1980), ou le terminateur polyA 

NOS, qui correspond a la region en 3' non codante du gene de la nopaline 

synthase du plasmide Ti di' Agrobacterium tumefaciens souche a nopaline 

(Depicker etal.. 1982). 
20 Parmi les promoteurs de transcription pouvant etre utilises, on 

peut citer notamment : 

- le promoteur 35S. ou avantageusement le promoteur constitutif 
double 35S (pd35S) du CaMV, decrits dans I'article de Kay et al., 1987 ; 

- le promoteur PCRU du g§ne de la cruciferine de radis 
25 pernniBttant I'expression des sequences associees uniquement dans les 

semences (ou graines) de la plante transgenique obtenue ; 

- les promoteurs PGEA1 et PGEA6 correspondant ^ la region 5* 
non codante des genes de la proteine de reserve de graines, GEA1 et GEA6, 
respectivement, d'Arabidopsis thaliana (Gaubier et ai., 1993) et permettant une 

30 expression specifique dans les graines ; 

- le promoteur chimerique super-promoteur PSP (Ni M et aL, 
1995), constitue de la fusion d'une triple repetition d'un element activateur 
transcriptionnel du promoteur du gene de Toctopine synthase 6' Agrobacterium 
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tumefaciens, d'un element activateur transcriptionnel du promoteur du gene de 
mannopine synthase et du pronnoteur mannopine synthase d'Agrobacterium 
tumefaciens ; 

- le promoteur actine du riz suivi de Tintron actine de riz (PAR- 
5 lAR) contenu dans ie plasmide pAct1-F4 decrit par Mc Elroy et al., 1991 ; 

" le promoteur HMGW (High Molecular Weight Glutenine) d'orge ; 

- le promoteur du gene de yzeine de mais (Pyzeine) contenu 
dans le plasmide py63, et permettant {'expression dans Talbumen des 
semences de ma'is. 

10 

Parmi les cellules vegetales susceptibles d'etre transformees 
conformement a la presente invention, on peut citer celles de la pomme de" 
terre, du ble, du maTs et du riz. 

La presente invention a egalement pour objet une plante ou partie 

15 de plante telle que notamment la pomme de terre, le ble, le ma'fs ou le riz. 
produisant un amidon modifi6 differant de I'amidon produit naturellement par 
les plantes par la distribution des longueurs de ses chaTnes externes ou 
produisant du glycogene modifie differant du glycogene produit naturellement 
par la distribution de la longueur de ses chaines externes, ladite plante ou 

20 partie de plante etant obtenue par le precede de Tinvention tel que decrit 
precedemment. 

Par « partie de plante », on entend notamment les organes de 
reserve naturellement riches en amidon, tels que les graines ou les tubercules, 
ou les organes naturellement riches en glycogene, par exemple les grains de 
25 maTsUoux. Par « partie de plante », on entend egalement les cellules de ladite 
plante. 

L'invention conceme egalement un precede d'obtention d'amidon 
modifie ou de glycogene modifie dans lequel on met en contact un amidon ou 
30 un glycogene avec une enzyme a-1 .4 glucanotransferase. 

La presente invention a plus particulierement pour objet un 
precede d'obtention d'amidon modifie differant de I'amidon produit 
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natureliement par !es plantes par la distribution des longueurs de ses chaTnes 
externes, dans lequel : 

on extrait Tamidon modifie a partir des piantes ou parties 
de plantes obtenues selon le procede de rinvention. tel que decrit 
precedemment. 

ou on met en contact un amidon, prealablement extrait de 
plantes ou parties de plantes puis solubilise, avec une enzyme a-1 ,4 
glucanotransferase, en presence de polysaccharides ou d'bligosaccharides 
eventuellement modifies. 

L'extraction de cet anriidon est realisee selon las techniques 
standard connues de I'homme du metier. La solubilisation de Tamidon est 
egalement connue de Thomme du metier et peut etre realisee par trempage et 
fractionnement du grain d'amidon (Whistler et al, (1967)), ou par exemple par 
chauffage, De maniere alternative, on peut utiliser des enzymes destructurant 
I'amidon, telles que les amylases. 

Selon un mode de realisation de rinvention, on met en contact 
ledit amidon solubilise avec une enzyme a-1 ,4 glucanotransferase, telle qu'une 
enzyme D, en presence de saccharides. Lesdits saccharides peuvent etre en 
particulier des oligosaccharides modifies chimiquement, de fagon a modifier les 
proprietes de I'amidon, par exemple sa digestibilite. 

De maniere avantageuse, on peut ajouter a I'enzyme a-1 ,4 
glucanotransferase des enzymes affectant la repartition de la longueur des 
oligosaccharides produits lors du m^tabolisme de Tamidon, telles que les 
phosphorylases et les amylases. 

La presente invention a egalement pour objet un precede 
d'obtention de glycogene modifie differant du glycogene produit natureliement 
(par les plantes ou par un organisme animal) par la distribution des longueurs 
de ses chaTnes externes, dans lequel : 

on extrait le glycogene modifie a partir des plantes ou 
parties de plantes obtenues selon le precede de rinvention. tel que decrit 
precedemment. 
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ou on met en contact un glycogene (d'origine vegetale ou 
animale) avec une enzyme a-1,4 glucanotransferase, en presence de 
polysaccharides ou d'oligosaccharides eventuellement modifies. 

Ladite enzyme a-1 ,4 glucanotransferase, telle qu*une enzyme D, 
mise en contact avec Tamidon ou le glycogene, peut provenir de la meme 
espdce de plante que celle dont on extrait l*amidon ou peut avoir une origine 
heterologue. On peut en particulier choisir I'enzyme D parmi I'enzyme D de la 
pomme de terre (Takaha et al, 1993) ou I'enzyme D de Chlamydomonas 
reinhardtii de 62 kD telle que definie ci-apres. De maniere avantageuse 
renzyme D utilisee est thermostable. 

Uenzyme D de Chlamydomonas reinhardtii est purifiee par le 
procede comprenant les etapes consistant a : 

- centrifuger la souche Chlamydomonas reinhardtii; 

- precipiter la fraction acellulaire au sulfate de protamine ; 

- passer le surnageant obtenu ^ Tetape precedente sur une 
chromatographie d'echange d'anions ; 

- soumettre la fraction non retenue a Tetape precedente a une 
precipitation differentielle au sulfate d'ammonium ; 

- soumettre le surnageant obtenu a I'etape precedente a une 
chromatographie de tamisage moleculaire ; 

-concentrer par une chromatographie d'echange de cations le 
culot obtenu ^ I'etape precedente. 

L'enzyme D de Chlamydomonas reinhardtii purifiee ainsi obtenue 
a un poids moleculaire de 62kD. Plus generalement, on peut utiliser, comme 
proteine presentant une activite enzymatique a-1,4 glucanotransferase. une 
proteine ou un peptide code par un acide nucleique comprenant une sequence 
nucleotidique choisie parmi la sequence SEQ ID n° 1, une sequence 
homologue ou un fragment de cette sequence. 

La presente invention a egalement pour objet Tamidon modifie 
differant de Tamidon produit naturellement par les plantes par la distribution 
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des longueurs de ses chaTnes, ledit amidon modifie etant obtenu par le 
precede de i'invention. En particulier Tamidon modifie obtenu par extraction et 
solubiiisation de ramidon de plantes ou parties de plantes. puis mise en 
contact dudit amidon solubiiise avec une enzyme a-1,4 glucanotransferase, 
eventuellement en presence de saccharides, comporte une amylopectine dont 
la distribution des longueurs des chames externes est modifiee par rapport a 
un amidon produit naturellement. 

La presente invention a egalement pour objet le glycogene 
modifie differant du glycogene produit naturellement (par exemple par les 
plantes, mais aussi du glycogene d'origine animaie), par la distribution des 
longueurs de ses chames, ledit glycogene modifi6 6tant obtenu par le precede 
de invention. 

Uamidon modifie conformement a la presente invention peut etre 
utilise directement ou hydrolyse afin de produire des oligosaccharides d'interet 
(en particulier le glucose). Uobtention d*amidon modifie conformement S 
rinvention peut permettre de diminuer les quantites d'enzymes necessaires 
pour une telle hydrolyse. 

Par ailleurs, I'amidon modifie conformement a rinvention peut etre 
utilise lors de la fabrication de divers aliments, en particulier en tant qu'addltif 
augmentant la viscosite ou favorisant la formation d'un gel. 

Uamidon modifie conformement a rinvention peut egalement etre 
utilise dans de nombreuses industries : Industrie du papier et du carton, 
Industrie des adhesifs, Industrie textile, Industrie pharmaceutique (pour la 
formdlation des medicaments), etc. 

L'amidon modifie conformement a rinvention peut egalement 
subir d'autres modifications, en particulier des modifications chimiques telles 
qu'un traitement acide, une oxydation, une esterification, etc avant son 
utilisation. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation de cet 
amidon modifie ou de ce glycogene modifie pour la preparation de produits 
derives, notamment de produits alimentaires. 
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La presente invention a egalement pour objet les produits ainsi 
prepares comprenant de I'annidon modifie differant de Tamidon produit 
naturellement par les piantes par la longueur de ses chaTnes externes ou du 
glycogene modifie differant du glycogene produit naturellennent par la longueur 
de ses chaTnes externes. 

Les figures et exemples ci-apres iilustrent Tinvention sans en 
limiter la port6e, 

LEGENDES PES FIGURES : 

La ficure 1 represente un schema simplifie du metabolisme de 
Tamidon jusqu'a present connu de Thomme du metier. 

Toutes les etapes decrites sont compartimentees dans le plaste. 

®. Phosphoglucomutase 

©. ADP-glucose pyrophosphorylase 

(D. Amidon synthetases solubles et liees 

®. Enzymes de branchement 

®. Phosphorylase 

©. Amylases, enzymes de debranchement, maltases 
<z). Hexokinase 

Glc=glucose ; Pi=phosphate inorganique 

La figure 2 represente un schema simplifie de la synthese 
d'amylopectine, dans lequel est mis en evidence le role de renzyme D. 

Toutes les etapes decrites sont compartimentees dans le plaste : 
©-Conversion du G-6-P en G-1P par la phosphoglucomutase 

plastidiaie 

©.Synthese du glycosylnucieotide precurseur ADP-glucose par 
TADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase) 

CD. Elongation par les amidons synthetases solubles (SS) 
- ®. ramification par les enzymes de branchement (BE) 
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CD. debranchement par risoamylase (DBE) et liberation 
d'oligosaccharides (MOS) 

®. reinsertion des oligosaccharides produits par debranchement 
par Tenzyme D. 

WSP=Polysaccharides solubles dans Teau ; 
MOS=MaltooIigosaccharides; G-6-P= glucose-6-phosphate ; Glc=glucose. 

Le cout energetique d'epissage par le DBE et I'enzyme D decrite 
dans cette invention est de 2 ATP par glucane dive et reintroduit dans 
Tamylopectine en ® (WSP"^). Ce cout decoule de la reactivation du glucose 
produit par Tenzyme D en ADP-glucose, Le pointille trace a partir de WSP"' 
illustre la possibilite offerte au polysaccharide de reservir de substrat 
d'elongation tant que la structure requise pour Tinsoiubilisation dans le grain 
n'aura pas ete atteinte. Uentree et la sortie du cycle sont illustrees par les 
fleches en traits gras et sont constituees d'une part par la synthase d'ADP- 
glucose et d'autre part par la cristallisation et Tinsolubilisation du 
polysaccharide a la surface du grain. 

La synthese d'amylose est posterieure a Tinsolubilisation et se 
realise exclusivement dans le granule. 

La figure 3 A represente la distribution des longueurs des 
oligosaccharides solubles non d6branches accumules par la souche mutante 
JV45J de Chlamydomonas reinhardtii. 

La figure 38 represente la distribution de longueurs des chaTnes 
de Tamylopectine debranchee de la souche Chlamydomonas reinhardtii 
sauvage. 

La figure 3C represente la distribution de longueurs des chames 
de Tamylopectine debranchee de la souche mutante JV45J Chlamydomonas 
reinhardtii 

La fioure 3D represente la distribution de longueurs des chaTnes 
de ramylopectine debranchee de maTs « waxy » avec Tenzyme D pure de 
Chlamydomonas reinhardtii en I'absence d'oligosaccharides. 

La figure 3E represente ia distribution de longueurs du maltotriose 
incube avec I'enzyme D pure de Chlamydomonas reinhardtii. 
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La figure 4 represente rincorporation de maitooligosaccharides 
sur Pamylopectine de la souche sauvage de Chlamydomonas reinhardtii. 

La figure 5 represente la separation de ramyiopectine et de 
ramylose des amidons de JV45J {stall -1) et de 137C (w^) sur 
chromatographie de filtration sur gel CL-2B. Le mutant JV45J est represente 
par Tamidon radiomarque (DPM) et la souche 137C est representee par 
Tabsorbance. 

EXEMPLES : 

Les auteurs de la presente invention ont 6tudie la biosynth6se de 
Tamidon a partir d'un modele appropri6 : Talgue Chlamydomonas reinhardtii 
(Buleon et al, 1997). En effet cet organisme unicellulaire stocke un amidon qui 
est identique a celui stocke dans Talbumen des cereales et contient en outre 
les memes enzymes de biosynthese de Tamidon. 

Les auteurs de la presente invention ont selectionne un nouveau 
mutant de Talgue Chlamydomonas reinhardtii accumulant de petits 
oligosaccharides lineaires et presentant un taux de synthese d'amidon reduit 
de 90% fExemple 1 ). 

Uamidon r6siduel comporte une structure modifiee nouvelle 
caracterisee par un enrichissement en amylose et par une amylopectine dont 
les chaTnes ultra-courtes (environ 2, 3, ou 4 residus de glucose) sont 
surabondantes relativement aux chaTnes de longueur moyenne (environ de 9 a 
1 8 residus de glucose) f Examples 2 et 3 ). 

Les auteurs de la presente invention ont en outre montre que ce 
mutant etait depourvu d'une prot6ine de 62kD normalement presente chez les 
souches sauvages de Chlamydomonas reinhardtii, ont identifie cette proteine 
comme etant une 4-a-D-giucanotransferase (enzyme D), et ont mis en 
evidence de nouvelles fonctions de cette enzyme D vis-a-vis des 
polysaccharides (Exemple 4 ), 

Ces resultats peuvent etre mis a profit pour obtenir des plantes 
transgeniques productrice de polysaccharides (amidon, glycogene) modifies 
( Exemple 5 ). 
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Les auteurs de la presente invention ont en outre mis en evidence 
le role de Tenzyme D dans la degradation de malto-oligosaccharides par la 
phosphorylase ( Exemple 6 ). 

Les auteurs de la pr6sente invention sont par ailleurs pan/enus a 
doner les sequences codant pour Tenzyme D de Chlamydomonas reinhardtii 
(Exemple 7 ). 

lis ont enfin montre que Texpression de la mutation pouvait varier 
en fonction des conditions physiologiques (Exemple 8 ). 

EXEMPLE 1 : 

Isolement du mutant sta 11 de Chlamydomonas reinhardtii 

Selection de la souche JV45J de Chlamydomonas reinhardtii^ 
Au cours d'une mutagenese UV (12 % de sun/ie) reaiisee sur la 
souche sauvage de reference 137C de Chlamydomonas reinhardtii, 5.1 0"^ 
plages cellulaires carencees en azote ont ete criblees par une methode de 
vaporisation d'iode (Delrue et a!., 1992). Toutes les souches renfermant moins 
de 20 % de la quantite normale d*amidon accumulee par ia souche 137C sont 
reper^es par leur coloration jaune et ont ete caracterisees. Un echantillon de 
cinq souches sauvages et sept mutants est inocule en plage cellulaire sur un 
milieu carence en azote. Les plages ont ete vaporisees a deux reprises apres 
cinq jours d'incubation en lumiere vive continue. Les plages jaunes contiennent 
moins de 12 % de la quantite d'amidon accumulees par les plages noires. La 
teinte- olive observee chez certaines plages peu colorees suggerent Texistence 
d'un amidon residuel enrichi en amylose. Parmi ces souches, ont ete 
selectionnees celles qui affichaient une complementation en trans avec des 
mutants porteurs de sfa-Y, staS-l :: ARG7, sta7'1::ARG7, sta5-1 qui sont 
defectueux pour les loci codant pour la grosse et la petite sous-unite de 
I'AGPase {STA1 et STA6) pour IMsoamylase de 88 kDa {STAT) ou pour la 
phosphoglucomutase plastidiale {STASy Seule une souche parmi les 5.1 0"^ 
colonies (JV45J) faisant preuve d'une reduction de 90 ^ 95 % de la quantite 
d'amidon synthetisee en conditions d'accumulation (carence en azote) a ete 
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retenue apres cette selection. Ce mutant a ensuite ete croise avec une souche 
sauvage et 257 produits de nneiose ont respectivement classe en 1 19 souches 
de phenotype mutant pour 12a clones d'aspect sauvage. 

Un nouveau type de mutant (JV45J). qui accumule 4 % de la 
quantite normale en amidon, a ainsi pu etre isole. Le caractere responsable du 
phenotype defectueux se comporte comme un caractere recessif mendelien au 
vu de la segregation apres croisement, et definit un nouveau locus genetique 
nomme STA11, puisque la mutation complemente en trans et recombine avec 
Tensemble des defectuosites testees. 

EXEMPLE 2 : 

Caracterisation des poiysaccharides du mutant stall 

Les polysaccharides presents dans les souches porteuses de 
STA11 ont ete isoles. En plus de ramidon granulaire, les mutants sta11'1 
accumulent une quantite equivalente (15 %) de glucanes solubles, les malto- 
oligosaccharides de petite taille (figure 3A). 

La presence simultanee d'une fraction d'oligosaccharides et du 
phenotype "pauvre en amidon" a ete retrouvee dans toutes les souches portant 
la mutation sta11-1 (n=50). La structure residuelle de Tamidon granulaire a ete 
mesuree par differentes techniques incluant Tanalyse d'une diffraction grand- 
angle aux rayons X , la microscopie electronique a transmission (TEM) et la 
microscopie electronique a balayage (SEM), la separation de Tamylose et 
ramyhDpectine" par chromatographie sur gel filtration, la RMN (Resonnance 
Magnetique Nucleaire) du proton et le debranchement enzymatique sur 
I'amylose et I'amyiopectine ainsi purifiees. 

1 . L'amidon granulaire 

L'amidon granulaire et les glucanes solubles ont 6te analyses 
separement. L'amidon disperse dans le DMSO aqueux et delipide par une 
precipitation avec quatre volumes d'ethanol a ete resuspendu dans 10 mM 
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NaOH pour etre ensuite fractionne par chromatographie de tamisage 
moleculaire sur gel de sepharose CL2B. 

a) Composition en amylose et amiyopectine (filtration sur gel). 

5 La separation de ramylopectine et de Tamylose est operee par gel 

filtration de la souche mutante JV45J et la reference sauvage 137C. L'amidon 
dissous dans 10 mM NaOH a ete fractionne par chromatographie de tamisage 
moleculaire selon la methode decrite par Deime et al. (1992). Un echantillon de 
chaque fraction a ete colore a I'iode et le spectre complet du complexe 

10 polysaccharide-iode a ete enregistre. Des dosages a I'amyloglucosidase ont 
revele la presence de 30 % d'amylose (15 % pour la reference sauvage). 
Relativement k la souche sauvage. i'amylopectine est caracterisee par une- 
Xmax du complexe polysaccharide-iode qui s'est accru de 20 ^ 30 nm (de 550 ^ 
570-580 nm). Cette derniere caracteristique est retrouvee dans un grand 

15 nombre d'amidons enrichis en amylose. 

Les profils de filtration sur gel decrits montrent un doublement de 
la quantite d'amylose chez le mutant par rapport au sauvage ainsi qu'une 
modification apparente de la distribution en longueur de chaTnes de la fraction 
amylosique. Une nouvelle analyse de segregation de I'amylopectine et de 

20 Tamylose sur chromatographie de filtration sur gel CL-2B a ete realisee a partir 
de 500pg d'amidon de JV45J {sta11-1) marque au ^"^C et 10 mg d'amidon de 
137C. Les resultats (Fig. 5) tendent a confirmer les donnees de I'etude de co- 
segregation, c*est-a-dire une diminution de la longueur des chaTnes d'amylose 
produites par la souche JV45J ; Tamylose apparaTt done comme plus 

25 abon73ante et de moindre masse. 

Un comptage radioactif et Tabsorbance sont determines pour 
chaque fraction. L'elution de la colonne s'effectue dans de la soude 10 mM. 

30 b) forme des granules et structure cristalline 

Les diffractogrammes des rayons X montrent un changement du 
reseau cristallin du type A sauvage de forte cristaHinit6 vers un melange de 
types A et B de cristallinites beaucoup plus faibles. La forme des granules est 
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particulierement alteree et leur taille globale est reduite. En fait, la souche 
sauvage presente globalement des grains a surface lisse tandis que le mutant 
presents des grains de taille plus reduite avec une surface de grains rugueuse 
et irreguiiere. 

5 

2. Les qlucanes solubles : malto-ollaosaccharide de petite taille 
La fraction des glucanes solubles (WSP) a ete soumise a une 
triple extraction au nnethanol chlorofomne. La phase aqueuse a ete lyophilisee 
et le cuiot sec redlssous dans un tampon et fractionne par chromatographie de 

10 tamisage moleculaire sur colonne de TSK-HW-50 comme Tont decrit Mouilie et 
aL, 1996. Contrairement aux fractions solubles (WSP) purifiees a partir de 
mutants deficients en isoamylase, aucun phytoglycogene ou autre- 
polysaccharide soluble de masse importante n'a ete trouve. Par centre, la 
fraction WSP accumulee par les mutants stall est constituee exclusivement 

15 par des oiigosacharides peu ramifies (moins de 1 , 5 % de branchements) de 
faible masse (figure 3A). 

EXEMPLE 3 : 

20 Mise en evidence d'une modification de I'amylopectine. 

Debranchement enzymatique a Hsoamylase et examen de la 
distribution de longueur de chames : 

Les fractions amylose et amylopectine obtenues par 
25 chromatographie de tamisage moleculaire ont ensuite subi un debranchement 
enzymatique a I'isoamylase suivi d'une separation eiectrophoretique des 
chames debranchees. Les resultats illustres par la figure 3 etablissent la 
nouveaute de la structure presentee par Tamylopectine de la souche JV45J. En 
effet, Tamylopectine presente un accroissement en chames traditionnellement 
30 absent de la structure, 

Un marquage par TAPTS (acide 8-amino-1,3,6- 
pyrenetrisulfonique) a ete effectue sur les extremites reductrices avant de 
separer les chames en fonction de leur longueur sur gel de sequence. Aiors 
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qu'aucun changement n'est detecte au niveau de la distribution des longueurs 
de chaTnes de Tamylose, une modification significative de la distribution des 
tres courtes longueurs de chames est observee pour Tamylopectine (figure 3C 
comparee a figure 3B). 

5 La distribution de la longueur des chaTnes de rannylopectine des 

souches sauvage et mutante apres debranchennent a Tisoamylase, a ete 
confirmee par electrophorese capillaire des glucanes marques a TAPTS selon 
la m6thode decrite par O'Shea et al., 1996. Une modification significative de la 
distribution des tres courtes chaTnes est observee chez le mutant JV45J, 

10 comparativement a la souche sauvage. Une analyse soustractive, dans 
laquelle le pourcentage differentiel de la masse totale de chaque 
oligosaccharide est obtenu par soustraction de la distribution de longueur de- 
chaTne des amylopectines debranchees, confirme Tenrichissement trouve dans 
les mutants de la gamme des glucanes extra-courts (DP 3, 4. 5 aux depends 

15 de DP6 a DP1 1). Ces donnees confirment i'action de I'enzyme D in vivo sur la 
structure de i'amylopectine. 

EXEMPLE 4 : 

20 Nouvelles fonctions de renzyme D 

1 . Detection de la defectuosite enzvmoloQique dans les mutants 
et action de I'enzvme D sur les polvsaccharides. 

La detection de la defectuosite a ete realisee selon une technique 
25 de zymogramme sous conditions denaturantes (Mouille et a!., 1996). De plus, 
une §tude enzymologique detaill§e a ete effectuee en extraits bruts et semi- 
purifies pour toutes les enzymes connues susceptibles de participer a la 
biosynthese de Tamidon. 

Cette etude implique des mesures quantitatives et qualitatives 
30 des acfivit6s enzymatiques, parallelement a des caracterisations cinetiques et 
des analyses des profils d'elution sur colonnes Mono-Q echangeuse d'anion 
(chromatographie FLPC). Les enzymes testees sont les suivantes : ADP- 
glucose pyrophosphorylase, phosphoglucomutase, amidon synthetase soluble 
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I, amidon synthetase soluble II. amidon synthetase liee au granule, enzynnes 
de branchement (deux types), enzymes de d6branchement (pullulanase et 
isoamylase), phosphorylases et toutes les hydrolases de ramidon qui peuvent 
etre d6tectees dans des gels de zynnogramme contenant de Tamidon. Aucune 
difference qualitative ou quantitative de ces activites enzymatiques n'a co- 
segrege avec le gene mutant. 

Lors de la realisation de zymogrammes en conditions 
denaturantes, Tabsence d'une bande de 62 kD se colorant en rouge fonce a 
I'iode a ete visualisee dans les produits de meiose portant la mutation stall -1 
sur zymogramme en presence d'amidon ou d'amylopectine alors que cette 
bande de 62 kD apparait distinctement chez les segr6geants sauvages (n=75), 
Selon la technique mise au point par Mouille et al., 1996), le polysaccharide- 
d'une bande de gel a ete elue, le produit a ete soumis a une analyse RMN. Le 
spectre du proton de Tamylopectine incubee s'etait considerablement modifiee. 
En fait, le signal bimodal du proton, initialement de 5,3 ^ 5,2 ppm a §te 
remplace par un signal monomodal a la meme position de 5,2 ppm, dans les 
conditions standard de RMN. 

2. Purification de I'enzvme et activite de transfert de qlucanes. 

Une purification necessite 20 litres de culture d'une souche 
sauvage de Chlamydomonas reinhardtii en milieu TAP (Harris, 1989) pendant 
trois jours afin d'obtenir une densite cellulaire de 2 x 10^ cellules par ml. Apres 
centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes, le culot cellulaire est passe 
deux fois a la presse de French et imm6diatement congele a -80''C. Get extrait 
brut decongele est centrifuge 20 minutes a 1000 rpm a 4°C. Les proteines de 
I'extrait (350 a 500 mg) sont dosees par la methode de Bradford (kit de dosage 
Bio-rad), 

Le surnageant est precipite par de la protamine sulfate 5 % (40 pi 
par ml d'extrait 15 minutes dans la glace) puis centrifuge a 10000 rpm pendant 
20 minutes a 4°C. 

Le surnageant (200 a 400 mg de proteines) est injecte grace a un 
programme de multi-injections sur une colonne echangeuse d'ions MonoQ 
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(Pharmacia HR 10/10 d'un volume de 9 ml, debit : 2 ml.min'^) equilibree dans 
un tampon acetate de sodium 50 mM, DTT 2 mM (pH 6 par Tacide acetique). 

La fraction non- retenue (40 a 70 mg) subit une premiere 
precipitation au sulfate d'ammonium 30 % (176 mg/ml) 45 minutes ^ 4''C puis 
est centrifugee a 1 000 rpm pendant 20 minutes. 

Le surnageant (30 ^ 60 mg) est ensuite precipite a 50 % 45 
minutes a 4°C (126 mg/ml) puis est centrifuge a 10000 rpm pendant 20 
minutes. 

Le culot (10 a 20 mg de proteines) est resuspendu dans 2 ml de 
tampon acetate de sodium 50 mM, DTT 2 mM pH 6 puis injecte sur gel filtration 
S 100 (FPLC ; Pharmacia sephacryl 2,6 x 60 cm ; debit : 2 mLmln"^ ; volume de 
fraction : 2 ml ; support alkyi dextran ponte par du N,N' methylene- 
bisacrylamide ; gel spherique d'un diametre de 25 a 75 pm ; gamme de 
fraction nement : 1000 a 10000) equilibree dans le meme tampon. Les fractions 
d'interet sont collectees 30 minutes apres Tinjection puis reperees par 
revelation de ['activity sur zymogrammes selon la technique decrite par Mouille 
et al., (1996). Uenzyme d'interet est retrouvee dans les fractions 14 a 26. Ces 
fractions sont rassemblees et concentrees a I'aide d'une colonne echangeuse 
de cations UnoS12 commerciallsee par Bio-Rad (gel d'un volume de 15 x 68 
mm greffe de groupes d'acide sulfonique) dans un tampon acetate de sodium 
50mM, DTT 2 mM. Uenzyme disproportionnante est eluee par un gradient 
continu de NaCI (tampon acetate de sodium 50 mM, NaCI 1 M) et Tenzyme est 
recuperee dans les fractions correspondant a Telution par le NaCI 50 %, 

Toutes les colonnes sont effectuees en FPLC sur un appareil 
Phamnacia LCC-500. 

L'enzyme pure a reproduit les effets observes sur Tamylopectine 
par RMN du proton. Uincubation d'amylopectine avec Tenzyme pure a conduit 
des changements importants dans la distribution des chaTnes longues de 
I'amylopectine (figure 3D). L'action sur Tamyiopectine a pu etre precisee par 
d6branchement du produit incube avant et apr^s traitement a la p-amylase. 

Comme tes p-amylases sont des enzymes processives qui 
digerent setectivement les chaTnes ext§rieures des polysaccharides, le resultat 
obtenu montre que les modifications majeures sont restreintes aux chaTnes 
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externes du polymere. II est important de noter qu'aucun oligosaccharide n'est 
libere dans le processus alors que la quantite de liaisons a-1 ,6 reste constante. 
L'enzyme de 62kD est done une a-1 ,4 giucanotransferase dont la fonction est 
de diver les liaisons a-1 ,4 presentes sur les chaTnes externes du donneur 

5 amylopectine pour les transferer aux extremites non reductrices de chaTnes 
voisines exterieures de Taccepteur. Dans les plantes, les seules a-1 ,4 
glucanotransferases connues pour etre presentes lors de la synthese de 
Tamidon, sont communement appelees enzynnes D. Elles sont connues pour 
agir sur des oligosaccharides solubles longs d'au moins trois residus glucose 

10 (nrjaltotriose) pour donner des oligosaccharides de longueurs variables aux 
depends de la formation du glucose. La reaction consiste en un ciivage d'un 
glucane donneur et un transfert sur une chaTne recepteur. 

L'action de l'enzyme de 62 kD identifiee a parallelement ete 
testee sur le glucose, le maltose, le maltotriose, le maltotetraose, le 

15 maltopentaose, le maltohexaose et le maltoheptaose : l'enzyme 
disproportionne avec succes tous les oligosaccharides plus longs que le 
maltose et le glucose, sur lesquels elle n'a aucune action. Ses effets sur le 
maltotriose ont ete decrits a la figure 3E. Les tres faibles quantites de maltose 
dans tous les cas confirment que l'enzyme obeit aux regies presentees 

20 prec6demment definissant Taction des enzymes disproportionnantes. 

Le protocole de purification de l'enzyme D peut etre modifie, par 
exemple selon la variante suivante : 

Le surnageant obtenu apres centrifugation de Textrait brut tel que 
decrit a Texemple 3 est precipit6 par de la protamine sulfate (50 pi de 

25 protamine sulfate 10% par ml d'extrait 15 minutes dans la glace) puis 
centrifuge a 10000 rpm pendant 20 minutes a 4*^0. 

Le surnageant (200 S 400 mg de proteines) est ensuite injecte 
grace a un programme de multi-injections sur une colonne echangeuse 
d'anions MonoQ (Pharmacia HR10/10 d'un volume de 9 ml. debit : 2mLmin''') 

30 couplee a une colonne echangeuse de cations UNO-SI 2 (BIO-RAD d'un 
volume de 12 ml, debit: 2 ml.min*''). Ces deux colonnes sont equilibrees dans 
un tampon acetate de sodium 50mM, DTT 2mM (pH 6 par acide acetique). 
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L'elution se fait par un palier de 30 mn a 5% NaCI. Les fractions d'interet sont 
recueillies puis reperees par revelation de Tactivite sur zynriogrammes annidon. 

300 pi d'echantillon sont deposes sur colonne d'affinite 
maltotriose (SIGMA : Maltbtriose imnnobilise sur de Tagarose. Volume : 1ml) 
equllibree dans un tampon acetate de Sodium 50mM, DTT 2mM (pH 6 par 
acide acetique). La colonne est lavee par 2 ml de ce meme tampon et l'elution 
se fait par un tampon acetate de sodium 50 mM, NaCI 1M. 





Activite totale 


Activite specifique 


nmol/min 


nmol/min/mg 


avant colonne d'affinite 


92.1 


2046 


apres colonne d'affinite 


13.95 


93000 




Rendement 


Facteur de purification 


15% 


45% 



L'actlvite ainsi purifiee se manifesto a un pH optimum entre pH5 
et pH7.5 et diminue de fagon significative au-dessus de pH9. 



3. Incorporation d'olioosaccharides sur les chaTnes externes de 

glycoqene 

L'incorporation de maltooligosaccharides marques sur le 
glycogene, donne un exemple supplementaire de Tactivite de I'enzyme D mise 
en evidence sur Tamyiopectine. avec la procedure du zymogramme. La co- 
eiution de la bande ^ 62kD (enzyme-D) manifesto une activite enzymatique 
retrouvee dans les procedures zymogramme et tests quantitatifs de purification 
de Tenzyme. Une cosegregation entre la presence des 3 activit^s (production 
de glucose a partir de maltotriose, modification de I'amylopectine et 
incorporation de glucanes d6branches dans le glycogene) et Tallele sauvage 
STA11 dans les individus issus des croisements entre les souches sauvage et 
mutante de Chlamydomonas a egalement ete demontree. 

Pour la mise en evidence de Tincorporation de malto- 
oligosaccharides marques de longueur controlee (DP1 : glucose a DP7 : 
maltoheptaose), la procedure de zymogramme decrite a Texemple 3 a 6te 
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suivie : 100 et 300 pg d'extraits bruts de proteines ont ete charges sur des gels 
contenant du glycogene et mis a incuber separement avec 2mM DP1 (glucose) 
a DP7 (maltoheptaose) ou sans malto-oligosaccharides (temoin negatif). 
pendant la nuit a tennp6rature annbiante. L'apparition d'une bande a 62 kD avec 
la longueur croissante du substrat donneur montre que Tefficacite de transfert 
sur les chaTnes externes de glycogene augmente avec la longueur de la chame 
donneuse. Aucun marquage n'est observe lorsque le maltotriose est utilise 
comme substrat donneur, meme a tres forte concentration de substrat (20mM) 
et apres une incubation proiongee (48h). Les glucanes plus longs que le 
maltotetraose definissent done le substrat actue! pref6re pour la reaction 
d'incorporation. Ceux-ci seraient produits in vivo au cours de la maturation de 
la pre-amylopectine par les isoamylases. 

Le systeme zymogramme mime assez bien la synthese de 
polysaccharide ^ la surface du granule d'amidon en ce qu'il permet aux 
oligosaccharides de diffuser librement dans un large volume de tampon tandis 
que le polysaccharide est retenu dans un petit volume du gel, la ou se 
manifeste une forte activite enzymatique specifique. 

4. Nouvelle fonction polvmerase de Tenzvme D. 

Des oligosaccharides sont marques radioactivement au ^"^C par 
debranchement in vivo de Tamyiopectine marquee. II a ete verifie que la 
distribution de la longueur des chaTnes dans le melange des chaTnes 
d6branchees correspondait a celle presentee a la figure 3B, 

L'incorporation des oligosaccharides dans I'amylopectine (figure 
4) 00 le glycogene de foie de lapin a ete mesuree avec succds, a des 
concentrations physiologiques en maltooligosaccharides. En effet. I'enzyme D 
a manifeste une activite polymerase tres efficace sur le glycogene et sur 
I'amylopectine. Les substrats et produits de la reaction ont ete separes par 
chromatographie de tamisage moleculaire en gel de TSK-HW-50 (glycogene) 
ou en sepharose CL2B. 

L'incorporation du marquage des maltooligosaccharides sur 
I'amylopectine fournit un essai plus fiabie sur Tactivite de I'enzyme D 
comparativement k la production de glucose. 
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II a par ailleurs 6te mis en evidence que la polymerisation in vitro 
etait localisee sur les chaTnes externes de ramylopectine. En effet, le signal de 
radioactivite incorporee dans le polysaccharide disparait lorsque ramylopectine 
qui a subi Tincorporation des oligosaccharides est mise en presence de p- 
amylase, enzyme specifique des chaTnes externes de I'amylopectine. 

EXEMPLE 5 : 

Obtention de plantes de mais transgeniques 

A. Obtention et utilisation de cal de ma'fs comme cible pour la 
transformation aen^tioue. 

La transformation genetique du mais. quelle que soit la methode 
employee (electroporation ; biolistique, microfibres, canon a particules), 
requiert generalement Tutilisation de cellules indifferenciees en divisions 
rapides ayant conserve une aptitude a la regeneration de plantes entieres. Ce 
type de cellules compose le cal friable embryogene (dit de type II) de maTs. 

Ces cals sont obtenus a partir d'embryons immatures de 
genotype H1 II ou (A188 x B73) selon la methode et sur les milieux decrits par 
Armstrong (1994).Les cals ainsi obtenus sont multiplies et maintenus par 
repiquages successifs tous les quinze jours sur le milieu d*initiation- 

Des plantules sont ensuite regenerees a partir de ces cals en 
modifiant Tequilibre hormonal et osmotique des cellules selon la methode 
decrite par Vain et al (1989), Ces plantes sont ensuite acclimatees en serre ou 
elles"peuvent etre croisees ou autofecondees. 

B. Utilisation du canon a oarticutes pour la transformation 
genetique du maTs. 

Le paragraphe precedent decrit Tobtention et la regeneration des 
lignees cellulaires a la transformation. On decrit ici une methode de 
transformation genetique conduisant ^ I'integration stable des genes modifies 
dans le genome de la plante. Cette methode repose sur Tutilisation d'un canon 
S particules, Les cellules cibles sont des fragments de cals decrits dans le 
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paragraphe A. Ces fragments d'une surface de 10 a 20 mm^ ont 6te disposes, 
4 heures avant bombardement, a raison de 16 fragments par boTte au centre 
d'une boTte de Petri contenant un milieu de culture identique au milieu 
d'initiatlon, additionne de 0,2 M de mannitol + 0,2 M de sorbitol. Les plasmides 

5 portant les sequences nucleotidiques a introduire telles que TADNc codant pour 
Tenzyme D de la pomme de terre (Takada et al., 1993) ou les sequences 
antisens obtenues a partir de cet ADNc sont purifiees sur colonne Qiagen, en 
suivant les Instructions du fabricant. lis sont ensuite precipites sur des 
particules de tungsten (M10) en suivant le protocole decrit par Klein et al 

10 (1987). Les particules aihsi enrobees sont projetees vers les cellules cibles a 
Taide du canon et selon le protocole decrit par J. Finner (1992). 

Les boTtes de cals ainsi bombard^s sont ensuite scellees a Taide- 
de ©Scellofrais, puis cultivees a Tobscurite a 27X. Le premier repiquage a lieu 
24 heures apres, puis tous les quinze jours pendant trois mois sur milieu 

15 identique au milieu d'initiation additionne d'un agent selectif. Les agents 
selectifs utilisables consistent gen6ralement en composes actifs de certains 
herbicides (®Basta, ©Roundup) ou certains antibiotiques (Hygromycine, 
kanamycine, ...). 

On obtient apr^s trois mois ou parfois plus tot, des cals dont la 

20 croissance n'est pas inhibee par Tagent de selection, habituellement et 
majoritairement composes de cellules resultant de la division d'une cellule 
ayant integre dans son patrimoine genetique une ou plusieurs copies du gene 
de selection. La frequence d'obtention de tels cals est d'environ 0,8 cal pour 
boTte bombardee, 

25 Ces cals sont identifies, individualises, amplifies puis cultives de 

fagon a regenerer des plantules, Afin d'6viter toute interference avec des 
cellules non transformees, toutes ces operations sont menees sur des milieux 
de culture contenant i'agent selectif. 

Les plantes ainsi reg^nerees sont acclimatees puis cultiv6es en 

30 serre ou elles peuvent etre croisees ou autofecondees. 
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C. utilisation d'Agrobacterium tumefaciens pour la transformation 
genetigue du ma'fs. 

La technique utilisee est decrite par Ishida et al., 1996. 

EXEMPLE 6 : 

Mise en evidence du role de renzyme D dans la degradation 
de maito-oligosaccharides par la phosphoryiase 

Dans la bacterie, 11 est suggere que ramylomaitase, une a-1.4 
glucanotranferase similaire ^ Tenzyme D, augmente la production de glucose- 
1 -phosphate par la maltodextrine phosphoryiase. en generant des glucanes 
assez longs (DPS) pour etre utilisables par la phosphoryiase (Boos et a!.,- 
1998). Une mesure de la production de glucose-1 -phosphate a partir de 
nnaltotriose, maltotetraose, maltopentaose et maltoheptaose (2.5mM) en 
presence de lOOpg d'extraits de souche sauvage (137C) et mutante stall -1 
(JV45J) de Chlamydomonas, a mis en evidence une stimulation d'un facteur 5 
au moins, en presence d'enzyme D, de la degradation du maltotetraose et du 
maltotriose par la phosphoryiase. Sachant que la production de glucose-1 - 
phosphate a partir de glucane de longueur DPS est retrouvee a la fois chez les 
bacteries et les plantes, I'enzyme D pourrait egalement faciliter Taction de la 
phosphoryiase chez les plantes. 



EXEMPLE 7 : 

Clonage des sequences codant pour Tenzyme D 

Une analyse preliminaire de dosage de genes dans des souches 
diplo'ides et triploTdes, sauvage et mutante respectivement, a permis d'etablir 
une correlation entre ie nombre d'alleles sauvages STA11 et ia quantite 
d'enzyme correspondante. 

Uisolement de sequences genomiques codant pour I'enzyme D 
de Chlamydomonas a suivi le protocole suivant : un alignement de sequences 
realise entre Solanum tuberosum. Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium 
tuberculosis et Clostridium butyricum, a permis de choisir des oligonucleotides 
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correspondants aux regions conservees (regions 1 et 2), pour servir d'amorces 
a des reactions de PGR. Pour faciliter !e clonage d'un eventuel fragment de 
PGR, une extension de 16 nucleotides contenant les sequences de restrictions 
de 3 enzymes differentes a ete ajoute en 5' [EcoRI, Sac//, A/of/]. 

5 



region 1 


Region 2 


P.G.P.Y.G.I.G 


RJ.D.H.F.R.G.F 


Oligonucleotide degenere correspondant 


Oligonucleotide degenere coirespondant 


^'[AGAATTCCGCGGCCGCJCCNGGYSC 
STAYGGYATYGG^' 


^'[AGAATTCCGCGGCCGC]RAARCCV 
GCRAAATGRTCRATVCG^' 



Toutes les reactions de PGR ont ete realisees avec TADN 
polymerase taq de chez GibcoBRL Life Technologies, couplee a un anticorps 
et qui ne devient active qu'apres un passage de 3 minutes a 94°G. 
10 Les conditions optimales pour rampiification specifique de la 

region d'interet sont les suivantes: une concentration en MgGb de 3 mM et la 
sequence de programmation qui suit : 

- 3 minutes a 94*'G 

- 45 secondes a 94'*C 
15 - 30 secondes a 62°C 

- 1 minute 30 secondes a 72**G 

- repetition 35 fois des etapes 2 a 4 
-10 minutes a 72°G 

- consen/ation a 4°G 

20 Une bande d'environ 1,6 Kb a ainsi pu etre amplifiee a partir 

d'ADN genomique. 

Ge produit de PGR est extrait d'un gel TAE 0,8% selon le 
protocole "DNA Purification Kit" de PROLABO, et place dans le site multiple de 
clonage du plasmide pBlueskipt II SK au site Notl. Une transformation de la 

25 souche 6' Escherichia coli. XL1-Blue rendue competente permet alors 
rampiification du clone. Un sequengage rapide des 1,6 Kb (entre les primers 
T3 et T7) suivant la methode de Sanger a aiors ete realise (SEQ ID N^l ). 
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Selon un protocole adapte, le clonage chez le mutant stall -1 de 
la region correspondent au gene de Tenzyme D peut etre realise, pour 
determiner la nature de la mutation conduisant a Tabsence de la proteine dans 
la cellule mutante. La mise en evidence de modifications allele specifique du 
profil de restriction de la souche mutee et Tetude de la cosegregation du 
polymorphisme de restriction et de la mutation chez les segregants d'un 
croisement entre une souche sauvage et une souche STA11 peuvent 
permettent de corr^ler definitivement le g§ne STA1 1 a I'enzyme D. 



EXEMPLE 8 : 

Expression conditionneile de ia mutation 

Une analyse comparative des souches sauvage et mutante 
stall '1 en condition carencee en azote ou normale montre que I'expression du 
phenotype mutant sta11'1 est partiellement conditionneile. Ceci indique que 
Texpressivite de la mutation sur le phenotype peut varier en fonction des 
conditions physiologiques pour un meme organisme. II est possible que ces 
variations d'expressivite du phenotype se retrouvent d'une espece vegetale a 
une autre. 11 est possible de trouver des conditions dans lesquelles la baisse de 
la quantite d'amidon ne se produit pas alors que des modifications 
phenotypiques sont observees (presence d'oligosaccharides, modification de la 
structure de ramylopectine). 

Le tableau ci-apres presente les resultats obtenus sur les 
phenotypes des souches sauvage et mutante lors de la synthese de Tamidon 
de transition ou de stockage respectivement a partir de culture non carencee 
en azote (+N) et de culture carenc6e en azote (-N). 
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Phenotype des souches sauvage et mutante lors de la synthese 
de ramidon de transition ou de stockage : 

Les valeurs listees sont la moyenne de trois mesures separees 
dans une seule experience. 



Souche 


Genotype 


Ap X,max* 


Amidon** 










+N 


-N 


+N 


-N 


+N 


-N 


+N 


-N 


C023 


+ 


566 


560 


1.2 


13 


0.011 


0.018 


1 


14 


C065 


+ 


570 


542 


0.4 


24.7 


0.007 


0.001 


2 


15 


C035 


+ 


564 


554 


0.91 


22.8 


0.012 


0.017 


5 


25 


C029 


stall-1 


576 


570 


1 


1.7 


0.45 


0.45 


7 


38 


C0137 


stall-1 


572 


564 


2 


0.83 


0.3 


0.17 


10 


25 


C0214 


stall-1 


575 


562 


0.31 


0.78 


0.2 


0.2 


12 


24 



^: Ap Xmax, longueur d'onde de Tabsorbance maximale d*un complexe 
polysaccharide iode d' amylopectine purifiee par filtration sur gel. 

^ : quantite de polysaccharide insoluble, exprimee en |ig.lO"^ cellules, purifie 
par sedimentation (mesure par dosage standard de Tamyloglucosidase). 

^ : MOS : quantite de malto-oligosaccharides solubles, exprimee |ig.lO'* 
cellules. 0.5 ^g.lO"^ cellules correspond a une concentration plastidiale de 10 mM si tout le 
MOS devait etre considere comme etant du maltotriose 

: Le pourcentage d'amylose dans Tamidon purifie a ete calcule par filtration 
sur gel des polysaccharides disperses. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de modification de la distribution de la longueur 
des chames d'un amidon ou des chaTnes d'un glycogene, dans iequel on 
augmente ou on diminue Tactivite d'une enzyme a-1,4 glucanotransferase dans 
les cellules d'une plante de telle sorte que ladite plante produise un amidon 
modifie differant de I'amidon produit naturellement par les plantes par la 
distribution de la longueur de ses chaTnes externes ou produise un glycogene 
modifie differant du glycogene produit naturellement par la distribution de la 
longueur de ses chaTnes externes. 

2. Procede selon la revendication 1 dans Iequel on diminue le- 
taux d'expression d^enzyme a-1,4 glucanotransferase endogene de fagon a 
conduire a la production d*amidon comprenant une amylopectine presentant un 
enrichissement des chaTnes comportant moins de 6 residus de glucose. 

3. Procede selon la revendication 2 comprenant les etapes 

consistant a : 

a) construire un vecteur d*expression comprenant une sequence 
nucleotidique antisens du gene codant pour ladite enzyme a-1,4 
glucanotransferase ; 

b) transformer una cellule de plante avec ledit vecteur 
d 'expression ; 

c) regenerer la plante a partir de la cellule transformee ^ Tetape b, 
ladite plante transgenique ainsi obtenue produisant un amidon comprenant une 
amylopectine presentant un enrichissement des chaTnes' comportant moins de 
6 r6sidus de glucose. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, dans Iequel ladite enzyme a-1,4 glucanotransferase est une 
enzyme D. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, dans Iequel ladite enzyme a-1,4 glucanotransferase est une 
proteine comprenant une sequence d'acides amines codee par la sequence 
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nucleotidique choisie parmi la sequence SEQ ID n° 1, ou une sequence 
honnologue de celle-ci. 

6. Plante ou partie de plante, telle que notamment pomnne de 
terre, ble, maTs ou riz, produisant de Tamidon modifie differant de I'amidon 
produit naturellement par les plantes par la distribution de la longueur de ses 
chaines externes ou produisant du glycogene modifie differant du glycogene 
produit naturellement par la distribution de la longueur de ses chaTnes 
externes, ladite plante ou partie de plante 6tant obtenue par le precede selon 
I'une quelconque des revendications precedentes. 

7. Proced6 d'obtention d'amidon modifie diff§rant de I'amidon 
produit naturellement par les plantes par la distribution de la longueur de ses 
chaTnes externes, dans lequel : 

- on extrait Tamidon modifie ^ partir des plantes ou parties de 
plantes selon la revendication 6 ; 

- ou on met en contact un amidon, prealablement extrait de 
plantes ou parties de plantes puis solubilise, avec une enzyme a-1,4 
glucanotransferase, en presence de polysaccharides ou d'oligosaccharides 
eventueilement modifies. 

8. Amidon modifie obtenu selon le precede de la 
revendication 7. 

9. Utilisation d'amidon modifi6 selon la revendication 8 pour la 
preparation de produits derives, notamment de produits alimentaires. 

10. Produits contenant un amidon modifie selon la 
revendication 9. 

11. Proc6de d'obtention de glycogene modifie differant du 
glycogene produit naturellement par la distribution des longueurs de ses 
chaTnes externes, dans lequel ; 

on extrait le glycogene modifie a partir des plantes ou 
parties de plantes obtenues selon le precede de Tinvention. tel que decrit 
prec6demment. 

ou on met en contact un glycogene avec une enzyme a-1 ,4 
glucanotransferase, en presence de polysaccharides ou d'oligosaccharldes 
eventueilement modifies. 
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12. Enzyme D de Chlamydomonas reinhardtii purifiee par le 
procede comprenant les etapes consistant ^ : 

- centrifuger la souche Chlamydomonas reinhardtii] 

- precipiter la fraction acellulaire au sulfate de protamine ; 

- passer le surnageant obtenu a Tetape precedente sur une 
chromatographie d'echange d'anions ; 

-soumettre la fraction non retenue a Tetape precedente a une 
precipitation differentielle au sulfate d'ammonium ; 

- soumettre le surnageant obtenu a I'etape precedente a une 
chromatographie de tamisage mol6culaire ; 

- concentrer par une chromatographie d'echange de cations le 
culot obtenu a Tetape precedente. 

13. Acide nucleique comprenant une sequence nucleotidique 
choisie parmi la sequence SEQ ID n° 1, et un fragment de cette sequence 
codant pour une proteine presentant une activite enzymatique d'a-1.4 
glucanotransferase. 

14. Acide nucleique comprenant une sequence complementaire 
de la sequence telle que definie a la revendication 13. 

15. Vecteur de clonage et/ou d'expression comprenant une 
sequence nucleotidique telle que definie dans la revendication 13 ou 14. 

16. Proteine presentant une activite enzymatique d'a-1,4 
glucanotransferase, comprenant une sequence d'acides amines cod6e par une 
sequence nucleotidique telle que definie dans la revendication 13, 

17. Utilisation d'un acide nucleique comprenant une sequence 
codant pour une enzyme a-1,4 glucanotransferase ou une sequence antisens 
de ladite sequence codant pour une enzyme a-1,4 glucanotransferase, pour 
modifier la distribution de la longueur des chaines externes de Tamidon ou du 
glycog^ne. 
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tgcacggaat ggggcatagc tgtgcgctgg 
gtggtggtgg acacaggcgt ccggtatccg 
acaccgtgcg tgcaggacgc gcaagcaagc 
accgtgcgta tgtgcgtagc gcggcaggat 
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cccacggtag catacctcct taacataacg 13 80 

ctgccgtcac caacaggcca gctgtggggc 144 0 

aaggagggct tcaagtggtg gacggcgcgc 15 00 

tgccggatcg accatttcgc cggtttc 1557 
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